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(57) Abstract 

In the analysis method by capillary electrophoresis with fluorescence detection, a sample containing the product to be ana- 
lyzed marked with a fluorescent agent is passed into an dectrophoresis capillary having an inner diameter not exceeding to 100 
urn, a laser beam focusscd onto the capillary by means of a hght concentratkm device is used to stimulate fluorescence, and the 
fluorescence is detected in a cohnear manner, in the axis illuminated by the laser beam and on the same side of the capillary, by 
means of the light concentration devke used to fc<*« the laser beam and a ph^ 
of applications, particularly in inolecular biology and mte 

(57)Abrege 

Precede d'analyse par electrophorese capillaire avee detection par fluorescence, dans lequd on fait passer dans un captl- 
laire d'electropborese dc diamctre interieur mferieur on egal a 100 urn un echantillon contenant Ics produits a analyser marques 
an besoin par un agent de fluorescence. On utilise pour exciter la fluorescence un faiscean laser focalise sur le capillaire par on 
disposmT de concentration de la rumierc et on detect* la fluorescence de maniere colineaire, soft dans I'axe dOllununatkm par le 
faisceau laser et du meme cote du capillaire, a Faide du cfispositif de concentration de la romiere utilise pour focaiiscr le faiscean 
laser et cTun phmodetecteur. Ce precede pennet un grand nombre d'applicatwns, notamment en biologie mcOcculaire et dans le 
domaine pliarmaceutkme, ainsi que pour P analyse de traces d*kma, 
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Proced6 d' analyse par electrophorese capillaire avec 
detection par fluorescence. 

L" invention concerne un procede d v analyse par 
electrophorese capillaire avec detection par 
fluorescence, et see applications. 

L' 61ectrophorese capillaire est une technique de 

5 separation puissant e qui permet de detector la presence 
de tres falbles quant it es de substances dans des rones 
de detection de tres falble volume Ccf. J. V. Jorgenson 
and K. D. Lukacs, Anal. Chem. 53, 1298-1302, 1961 et E. 
A. Guzman, L. Hernandez and P. G. Hoe be 1, Biopharm, 

10 Hanuf., 2 C1989), 221. La migration electrophoretique se 
fait dans un capillaire rempll d* un - tampon 
essentieliement aqueux ou dans un capillaire garni de 
gel, les substances etanr dlssoutes dans une solution 
tamponade . 

15 Plusleurs modes de detection Cspectronetrie UV, 

amperometrle, conductometrie, > peuvent etre utilises 

CV. G. Kuhr, Anal. Chem. 62. 1990 <403-H>l mais la 
detection par fluorescence s*est revelee etre 
particulierement sensible CR. T. Kennedy, K. D. Dates, 

20 B. R. Cooper, B. Hlckerson and J. V. Jorgenson, Science, 
246 <1989> 573. La fluorescence est la propriete que 
posse dent certaines substances d'emettre, lorsqu*elles 
sont ercitees par une lumiere d* une certalne longueur 
d'onde, un ravonnement da longueur d'onde super! eure a 

25 cells des rayons incidents. Les substances qui ne 
possedent pas de fluorescence naturelle peuvent 
toutexois etre detectees si elles ont prealablement ete 
marquees par un agent ae fluorescence, par exemple la 
iluorrsceine pour n'en citer qiTun. 
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La sensibilize de la detection par fluorescence vient 
du fait que 1' emission de fond <hors fluorescence) est 
faible de sorte qu'il se produit un changement important 
de Remission provenant soit de f luorochromes soit de 
fluorescence native. Ceci contrasts avec les pheaomenes 
classiques d' absorption en UV ou en visible ou la 
difference d' absorption entre la solution taaponnee et 
le oroduit analyse est faible. En outre du fait de 
1- existence de deux longueurs d' onde precises <6nergie 
d' excitation et 6nergie d« emission) . la selectivity de 
la detection est elevee. 

Toutefois pour certaines applications comae les 
recherches de traces au sein d' 6chanti lions biologiques 
et le sequencage d' ADS, il est souhaitable de pouvoir 
15 encore amftliorer la sensibilite, la vitesse et la 
selectivity de 1- analyse. Cette amelioration de 
sensibilite permet dans certains cas d' analyse de 
fragments d" ADF d'6viter d'utiliser la technique PCS. 
(Polymerase Chain Reaction: amplification en chains par 
reaction) qui donne de bons resultats mals au prix d'une 
augmentation de la complexite de 1- analyse. II a 6t6 
suggere d'utiliser un faisceau laser pour exciter la 
fluorescence, ainsi FS-A- 2 558 262 decrit 1- utilisation 
d'un faisceau laser pour 1« analyse par Alectrophorese 
classlaue de fragments d'ADH. 

Dans tous les systemes de detection par fluorescence 
utilises avec 1* electrophorese capillaire, la 
fluorescence est recueillie soit dans le prolongement 
des rayons incidents soit orthogonalement C<cf. 
FE-A- 2 558 262 ainsi que E. K. Gassmann, J. B. Kuo and 
S. Zare. Science. 230 <1985>. 813; B. Jickerson and G. 
V. Jorgenson, J. High Bes. . li. «198B>, 533; et Y. F. 
Cheng and H. J. Dovichi. Science, 242 (1988), 5623. II 
est done necessaire d'uxiliser deux systemes optiques, 
l'un oour focaliser les rayons incidents sur le 
caoiliaire et i* autre pour recueillir la iumiere 6mise 
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et la focaliser sur un tube photoaultiplicateur par 
exeaple. 

Pour des ralsons d'encombrement spatial, en 
particulier dans les montages ortnogonaux, 11 n f est pas 
possible de placer les syst ernes optlques tres pros du 
capillalre et la distance qui les separe de celui-ci est 
de l'ordre de 1 cm, avec pour inconvenlents principaux 
une falble collects de la luniere enise en fluorescence 
alors qu'on recueille en plus la luniere produite par 
les diffusions Raman et Raylelgh, d*ou ua rapport 
signal/bruit faible. Les fibres optlques qui sont 
parfois uti Usees penoettent d'approcner du capillalre 
mats on constate qu'elles ne donnent pas une bonne 
sensibilite <10~^X environ) <E. K. Gassmann et al, 
Science, op. cit. et US-A- 4 675 300). 

L w invention remedie A ces Inconvenlents en 
fournlssant un precede d* analyse par electropnorese 
capillalre avec detection de fluorescence, dans lequel 

on fait passer dans un capillalre d* elect rophorese de 
dlametre interleur inferieur ou egal a 100 ua un 
echantillon contenant les prodults a analyser marques au 
besoln par un agent de fluorescence, 

on utilise un faisceau laser focallse sur le 
capillalre a 1 ' aide d*un dlsposltlf de concentration de 
la luadere pour exciter la fluorescence, et 

on detects la fluorescence de facon collnealre, a 
l*aide du dispositif de concentration utilise pour 
focaliser le faisceau laser et d*un photodAtecteur. 

L* expression "de fa^on colineaire" signlfle que la 
detection de la lumiere emise se fait dans l'axe 
d' illumination et du me me cote du capillalre. 

Les experiences effectuees nontrent de fa£on 
inattendue qu f 11 est possible d* obtenir une sensibilite 
de detection bien meilleure qu'en utilisant un laser 
avec un montage orthogonal. En effet il s'avere que les 
Unites de detection en concentration sont de 10-* *M a 
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10— K et celles de detection en masse sont de 60 a 200 
noiecules dans le capillaire, en fonction du prodult 
detects. Le fluoresceine-thloisocyanate, utilise de 
naniere classique coaae etalon de reference, a neae ete 
5 detecte a 6 x 10- «K. ce qui correspond a peu pres au 
passage de 4 aolecules dans le capillaire. On attelnt 
done les Unites de detection physiques. Les autres 
systemes de detection bases sur dee systeaas orthogonaux 
ont des seusibilites de 3 ordres de grandeur <1000 fois) 
10 plus faibles que celui base sur un arrange-ent 
colineaire selon 1" invention. Dans B. K. Gassaann et al. 
Soienca. op. cit. . elle est de 10- M; dans B. Bickerson 
and G. W. Jorgenson. J. Hish Res. . op. cit- . elle est de 
10-' • K; et H. Swerdlow and B. Gesteland, Bucleic Acid 
1S Research. 18 <1090> 1*15 donnent une valeur de 10-" K. 

Par ailleurs on salt que le fait d'utlliser des 
capillaires de faible diaaetre interieur per** certes 
une plus grande Vitesse d' analyse d'un aelange de 
produits, propriete interessante dans beaucoup 
20 d* applications com le controls quallte ou le 
seauencage d'ADB. aais la sensibilite est alors reduite 
du * fait des dif f icultes de collecte du rayonneaent 
incident provenant du capillaire et surtout de la faible 
quantity detectable. Cast pourquoi les capillaires 
utilises JusQu'icl ont un diaaetre interne d'au aoins 75 
^ ou 100 ua pour conserver une bonne sensibilite. alors 
aue les r6sultats selon la presente invention ont ete 
obtenus avec des capillaires de 50 ua. de 25 M» ou aeae 
de mains de 10 urn de diaaetre Interieur, car 11 est 
oosslble d' avoir une ouverxure nuaerique elevee du fait 
cue le disoosixif de concenxraxion esx tree proche du 
capillnlre ex que le pcinx d' lapacx du faisceau laser 
peraex une diainution du diaaetre du capillaire sans que 
la sensibilite n'en patisse. 

En outre, 1" utilisaxion de tubes capillaires avec un 
diaaetre Interne aussi faible que possible est tree 
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souhaitable en electrophorese caplllaire car 
I'efficacite de separation obtenue est nettement 
superieure avec les capillaires de plus petit diametre. 
Ceci est principalement dO au fait que 1' elargissement 
des bandes en electrophorese caplllaire est en grande 
partle dO a la convexion thermique creee par off at Joule 
a I'interieur du capillalre quand un courant electrique 
passe dans le caplllaire. Selon la lot d« Ohm, la 
quantite de chaleur due a l'eftet Joule produlte a 
l'interieur du caplllaire est directement 

proportionnelle au diametre Interne du tube caplllaire, 
ainsi plus faible est le diametre du tube, plus faible 
est 1'echauffement, done plus grande est I'efficacite de 
separation. 

Selon la presente invention, il est possible de 
travailler avec des capillaires d*un diametre interne 
pou vant descendre j usqu • a 5 a 25 um car 1 ■ element 
optique utilise pour la localisation de la lumiere 
d« excitation et la collecte de la fluorescence emise 
pout avoir une ouverture mimerique elevee permettant un 
placement tres proche par rapport au caplllaire, comae 
indique pracedemment , de sorte que la sensibilite ne 
diminue pas. 

II semble que les performances etonnantes du procede 
selon 1' invention proviennent de la combinaison des 
ralsons suivantes : 

- la fluorescence est detectee du cote de 
l B echantillon qui esc excite, done la ou elle est la 
plus intense, 

- elle est detectee dans I 'axe ou les diffusions 
Raman et Rayleign sonx les plus faibles. ce qui augmente 
le rapport signal /bruit, 

r la lumiere emise peux etre recueillie avec des 
lentilles optiques avant une distance locale de molns de 
1 mm. par exemple 330 < au iieu do la v ^leur 

d 1 environ 1 cm imposee par les montages orthogonaux> et 



WO 92/13229 



PCT/FR92/0001I 



6 



15 



20 



25 



30 



35 



una plus grand* ouverture numerique. ce qui ameliore le 

signal re9 u - , 

L* utilisation d'un seul dispositif optique et done 
d'un seal system de deplace»ent XYZ pour focaliser la 
iumiSre incidente sur le capillaire et simultanemant 

emise sur lo dispositif de 



concentrer la lumlere 



collects est avantageuse tent du point de vue de la 
structure simplify du dispositif collet que de la 
limitation des manipulations a of fectuer. 

II est en outre a noter que le dispositif collet 
selon la presente Invention occupe un espace de 1'ordre 
cm alors que ceux de la technique anterieure 
on t un encombrement important, par exe»ple celui decrit 
dans s. Wu and H. J. Dovichi, J. Chrom. *eo CI**", 141 
qui constitue un banc optique de 120 x 160 cm. 

Un dispositif de «ise en oeuvre du procede decrit ci- 
dessus. comprend une source de rayon laser, un diviseur 
de faisceau envoyant le faisceau laser a trayers un 



do faisceau »uvw;«*«v — 

dispositif optique de concentration sur un capillaire 
d'AlectrophorOse <ie diamfctre interieur inferieur ou egnl 
a 100 um, un filtre passe-haut ne laissant passer que la 
lumiere due A la fluorescence vers un photodetecteur qui 
Bst situe dans I' axe du faisceau incident en amont du 
diviseur de faisceau par rapport au faisceau Incident. 

Bn dehors de 1' analyse d'acides amines marques par 
des composes fluorescents qui est effectuee de anniere 
classique par la technique d« electrophqrese capillaire a 
detection par fluorescence, le procede selon la presente 
invention permet de reaiiser. en raison de sa tr6s 
,™de sensibilite. des analyses qui n'ont Jusqu a 
oresent pas ete realisees par cette technique associant 
l. 6 lectronhorese capillaire et la detection par 
fluorescence. On citera par exemple dans les doaaines de 
la oiologie moleculaire 1'analyse de peptides marques 
par des composes fluorescents. 1'analyse de material 
genetioue. la recherche et le dosage de composes 



snecifiques permettant un diagnostic- judical tant chez 
1" bonne que chez 1* animal, les analyses da contrdle de 
quail te de produits pharmaceutiques <degre de purete, 
produits de degradation, stabilite des ingredients 
actifs et des excipients>, la determination de 
parametres pharmacocinetiques, 1* identification et la 
dosage de metabolites obtenus a partlr da medicaments 
dans des ecbantillons blologiques, etc. . . > et name 
1* analyse d' ions (amines et/ou cations) par utilisation 
d'une detection indlrecte de la fluorescence. De tellos 
applications seront decrltes plus en detail dans les 
examples qui suivent. 

L* invention va maintenant etre decrite plus en detail 
an reference aux dessins annexes dans lesquels : 

la figure 1 est un© representation schematique d*un 
dlsposltlf da mise en oeuvre du proceda selon 
1 9 invention* 

la figure 2 est una representation schematique d'un 
autre mode de mise en oeuvre du procede selon 
1' invention, utilisant un detecteur de la fluorescence 
anise different t 

les figures 3a et 3b sont respect ivement des schemas 
nontrant les principaux sens d* emission de la 
fluorescence et des diffusions Raman et Kaylelgh* 

les figures 4a et 4b illustrent 1* impact du faisceau 
laser sur le caplllalre. 

les figures 5a a 5d sont des examples das 
61ectrophorogrammes obtenus pour diff*rents acidas 
amines* 

la figure 6 illustre la detection d*un nonapeptlde 

( br adykinine > . 

la figure 7 iliustre 1' analyse de materiel genetlque, 
la figure S illustre la detection de la substance P, 

hormone largement repanaue chez les mammlferes. 
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les figures 9a et 9b moatrent la detection d'un 
antlbiotique et do ses produits de degradation a partlr 
d'un fichantillon dans l'eau et dans 1* urine, 

la figure 10 illustre I'analyce d' Ions utllisant la 
detection par fluorescence indlrecte. 

Dn tube caplllaire 1 d' electrophorese, d'un diaaetre 
interieur inferieur ou egal a 100 >m. par exeaple de 50 
jus ou 25 ujb ou aeae de 5 u«. est aonte de aanlere 
classique aux bomes d'une source 2 d'energle haute 
tension Cde 0 a 30 kV. et de 0 A 300 uA> . 

Une source 3 de rayon laser envoie un falsceau laser 
4 sur un diviseur chroaatique 5 de falsceau qui dirige 
le falsceau 4 dans un dlsposltif optlque de 
concentration de la luaiere 6. qui localise le falsceau 
4 sur la zone de detection du caplllaire 1. Le diviseur 
chroaatique 5 est cnoisi de facon a r6fl6cnlr la luaiere 
a yant la longueur d'onde d' excitation de la fluorescence 
et a laisser passer la luaiere de longueur d'onde 
superieure correspondant a la fluorescence. La luaiere 
*alse par fluorescence recueillie par le dlspositlf 
optlque 6 <par exeaple une lentllle ou un systene de 
lentllles) traverse le diviseur chroaatique 5 et va 
frapper un phoxodStecteur 7. Bntre le diviseur 8 et le 
photodetecteur 7. on place avantageuseaent un f litre 
passe-haut 8 a longueur d'onde de coupure legereaent 
superieure a la longueur d'onde de coupure du diviseur 
chroaatique pour achever d'ellainer la luaiere ne 
correspondent pas a la fluorescence et un filtre 
d- interference 9 pour ellalner la luaiere reslduelle 
provenant du laser . 

Le choir de la longueur d'onde du falsceau laser et 
des longueurs d'onde de coupure des eleaents 5 et 8 est 
bien entendu fonction de ia fluorescence a detecter. On 
peut toutefois aentionner que pour 1" analyse des acides 
aaines qui se fait avec xransf oraation des coaposes a 
recbercber en derives de fluoresceins, on utilise 
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avantageusement: un laser a I'lon argon refroidi a l'alr 
dont on isole la rale a 469 mo que I'on envole sur un 
islrolr dlchroique (diviseur de falscaau) qui reflechit 
les longueurs d'onde inferieures a 510 nm, avec un 
5 flltre passe-haut de 520 ma. Un systems de lentllles de 
grosslssement 40x et ayant une ouverture numerlque de 
0,75 focallse le falscaau laser sur un capillalre en 
sllice fondue de 25 urn de diametre lnterleur par 
example. Le falsceau laser utilise a un impact de 5 urn 
10 sur le capillalre, ce qui permet d^utiliser des 
caplllalres dont le diametre lnterleur peut descendre 
jusqu'a 5 pa. Le capillalre peut contenir un tampon ou 
etre garni de gel. 

Le photodetecteur est un tube photomultiplicateur 
15 relie a un convertlsseur lO intensite- tension dont le 
signal de sortie est transmls a t ravers un f litre 11 a 
un enreglstreur a papier 12 (figure 1>. 

On a constate lors d*essais avec des caplllalres tres 
fins C5 um> que I'on obtlent des vitesses d* analyse 
20 important sans que la senslbillte n* en patlsse. De ce 
fait 11 apparait comae rout a fait approprie d 9 utlllser 
cette technique a la place de l 1 elect rophorese classlque 
sur plaques pour le sequencage d'ADff ou de protelnes. 

Gomme phot ode tacteur, on peut ega lament utiliser un 
25 dispositif a couplage de charge <CCD> dont on salt qu'il 
peut suivre simultanement plusieurs radiations 
d a emission* done plusieurs f luorophores. Cecl est tres 
avantageuz lors du sequencage d'APH qui 11 be re quatre 
bases auscquelles on peut associer quatre f luorophores 
30 differents. Dans ce cas, apres le filtre passe-haut 8, 
est place un polychromareur 20, une tete de camera 21, 
son electronlque assoclee 22 qui est rellee a un 
dispositif de visualisation et d' enregistrement 24, 
alnsl qu'a un ordinateur t figure 2>. Le f onctlonnement 
35 d*un tel dispositif tei qu* applique a 1 'elect rophorese 
capillalre avec detection de fluorescence en montage 
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orthogonal est decrit par Yung-Fong Chang et al dans 
Applied Spectroscopy n*5 <1990> p. 755-765. Xais la 

sensibilize obtenue n'est que lO-^M, a comparer avec 
les rtsultats selon la presante invention, 

5 Les figures 3a et 3b montrent respect ivement 

1* emission de fluorescence 16 pour la zone excite** 15, 
et les emissions Raman et Rayleigh: intensite raoyenne 
orthogonalement, f leches 17; intensite forte, f leches 
18; et intensite faitole dans la direction de la 

10 fluorescence, f leches 19. 

Les figures 4a et 4b montrent !• impact d 1 un falsceau 
laser sur des caplllalres de -diametre inter! eur de 75 /im 
et 25 Jim respect ivement. On volt que pour une meme 
longueur de capillalre de 10 jam, la quant ita detectable 

15 est d'autant plus faible que le diametre interieur est 
falble. II importe done d* avoir un point d' impact tres 
localise tout en preservant la quality de la detection. 

Examples d* application 
Example 1 

On analyse des echantillons contenant de la 
phenylalanine 5 x 10-'*X, de l^arginine 10— »K, de la 
cysteine 6,25 x 10-' 'I et de la glycine 1,3 x 10 1=r M en 
utilisant le dispositif dacrit ci-dessus avec un 
capillalre de 25 pa*, on obtient des enregistrements sur 
papier dont les figures 5a a 5d sont des reproductions. 
Example 2 

On fait reagir de la bradyklnlne <un nonapeptide de 
formule Ai^Pro-Prx>-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg> avec du 
fluoresceina-isothiocyanaxe a 1 • extrami t6 amino a une 
concentration de 7 x 10~=*X dans un tampon borate 50 mX 
pH9» on I'introduit dans un tube capillalre de 60 cm de 
longueur et 75 txm de diametre monta dans le dispositif 
decrit precedemment et on Applique une tension elevee 
<environ 30 kV>. La figure 6 est une reproduction da 
I'enregisxrement sur papier obtenu. le pic correspondent 
a la bradyklnlne etant indique par une fleche. 
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Example 3 

Bans cet exemple, on monte dans le dlspoaitlf un 
capillaire de 40 cm da longueur et de 50 fim de diamatre 
rempli d'un gel de polyacryl amide. Une petite portion 
5 d'un 6chantillon de material gendtique est introduite 
dans le capillaire en solution dans du tampon 1 X TBS, 
par injection dlectrocindtlque. La duree de I 1 injection 
est de 5 secondes et la tension applique© est de 200 
V/cm. Comma le montre la figure 7 qui reproduit 
10 1' enregistrement sur papier obtenu* un oligonucleotide 

21- mer a une concentration de lO-'^X est nettement 
3d par 6 de ses voislns les plus proches 20- mar et 

22- mer. 
Exemple 4 

15 Cecl est un example 11 lust rat if de ce que la pr6sente 

teclinlque per met de r^aliser en mati&re de diagnostic 
mddlcal et vdtdrinaire. 

La substance P est une hormone largement r&pandue 
cnez les naanifdros et sa concentration dans les flu ides 

20 blologlques permet certains diagnostics. Icl le flulde 
blologlque examine est un dlaljsat prelevd par une sonde 
de mlcrodialyse plac6e dans la substantia nigra 
(striatum) d'un rat. D'une manidre similaire a celle 
utlllsde dans 1 9 example 2 # la substance P est marquee au 

25 f luoresceine-isocyanate et est ensulte analysee dans un 
capillaire de 50 cm de longueur st 75 um de diametre 
dans un tampon de borate 50 mK pH9 sous une tension de 
20 kV. La figure 8 est une reproduction de 
l c enreglstrement sur papier obtenu. 

30 Exemple 5 

Le precede d 1 analyse selon la presente Invention 
permex d* analyser le degre de purete, les prodults de 
degradation et la stabilite de prodults pharmaceutiques, 
ici d'un antibiotique. 

35 On analyse une solution d 1 amplcilline dans de 1'eau 

en marquant 1' amplcilline comme d&crit dans 1" exemple 2. 
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La figure 9a est una reproduction de l*enregistrement 

sur papier obtenu montrant la presence d 1 ampicilline CI) 

et de produits de degradation et/ou d* inpuretes de 

synthese <2> en plus faibles quantites. 
5 La m&me technique peut s'appliquer a des 6tudes 

pharmacocinetiques. par analyse d' dchanti lions d' urine 

ou d'autres fluides biologiques. 

La figure 9b illustre l f analyse ainsi faite de 

l'ampicilline dans un 6cnantillon d* urine, oO 1 designe 
10 1'ampicilline, 2 les metabolites et 3 les produits 

inconnus. 

Dans les deux cas Cfigure 9a et figure 9b>, les 
identifications des differents produits sont faites par 
eomparaison de temoin blanc Ceau ou urine), de r6actif 
15 de marquage temoin et dans le cas d'une etude 
pharmacocindtique, d 1 urine au temps zero Cavant 
administration de 1 • ampicilline) . 
Bxemple 6 

On analyse une solution aqueuse contenant les anions 
20 suivants Br~, Cl~, SO*-, SOzT, BO*r~, F~ et COaT* en 
faisant passer cette solution dans un capillaire 
contenant un tampon ayant une concentration d« environ 
10— X de fluorescein, ce tampon fournissant une 
fluorescence permanente seulement interrompue par le 
25 passage des ions non f luorescents. 

La figure 10 reproduit 1 • enregistrement sur papier 
obtenu, montrant une separation nette des differents 
anions, a des concentrations aussl faibles que 10 



Les exemples precedents one eta donnes a titre 
30 illustratif des applications possibles de la presente 
invention, applications qui n^avaient Jamais *te 
envisage es pour la combinaison electropaorese capillaire 
- detection par fluorescence et qui ne sont realisable* 
en pratique que grace a 1* utilisation du proc6d£ et du 
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dispositif utilisant un capillaire d* electro phorese de 
moins de 100 m™» une illumination par laser et une 
detection colineaire de la fluorescence. 
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RBVBHDICATIOH5 
procede d $ analyse par electrophorese caplllalre 
avec detection par fluorescence, dans lequel 

on fait passer dans un caplllalre d' electrophorese de 
diametre interieur inferieur ou egal a 100 urn un 
6chantillon contenant les produits a analyser marques au 
besoln par un agent de fluorescence, 

on utilise pour exciter la fluorescence un faisceau 
laser focalise sur le caplllalre par un dispositif de 
concentration de la lumiere et 

on detects la fluorescence de maniere colineaire, 
soit dans I s axe d' illumination par le faisceau laser et 
du m6 me cote du caplllalre, a l'aide du dispositif de 
concentration de la lumiere utilise pour focaliser le 
faisceau laser et d'un photodetecteur. 

2. - Precede selon la revindication 1, caracterise en 
ce que le capillaire est garni de gel. 

3. - Precede selon la revindication 1, caracterise en 
ce que le capillaire est reapli d'un tampon. 

4. - Precede selon l'une quelconque des revindications 
1 a 3 t caracterise en ce que le photodetecteur est un 
tube photomultiplicareur- 

5. -. Precede selon l'une quelconque des re vend! cat ions 
1 a 3. caracterise en ce que le photodetecteur est un 
dispositif a couplage de charge. 

6. - Utilisation du precede selon l*une quelconque des 
revendications 1 a 5, pour la recherche de substances 
naxurelles dans les f luides biologiques. 
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7. - Utilisation du precede selon 1'une quelconque des 
revendications 1 a 5, pour des etudes phariBacoclnetlques 
ou de qualite de produits pharnaceuxiques. 

8. - Utilisation du precede selon 1'une quelconque des 
revendicatlons 1 a 5, pour la sequencage d'ADH. 

9. - Utilisation du precede selon 1'une quelconque des 
revendicatlons 1 a 5, pour 1' analyse d'lons. 
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